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NOVELTY - Isolated polypeptide (I), designated sakacine G, is a 
bacteriocin from Lactobacillus sakei 2512* 

DETAILED DESCRIPTION - INDEPENDENT CLAIMS ar« also included for tho 

following: 

(1) nucleic acid (II) that encodes (I); 

(2) cloning and/or expression vector containing (II); 

(3) host cell transformed with the vector o£ (2); 

(4) preparation of recombinant (I) by culturing cells of (3); and 

(5) composition comprising at least one (I) or L, sakei 2512 . 
ACTIVITY - Antibacterial. In a test on bacteria growing in gelled 

medium, (I) inhibited Listeria ivanovii BUG 4 96; Listeria inocua 8811; 
Enterococcus durans; £♦ faecalis; Pediococcus cerevisiae and Lactobacillus 
sakei 2515. 

MECHANISM OF ACTION - None given in the source material. 

USE - (I) is used to control pathogenic or unwanted microorganisms 
in food processing (claimed) and (not claimed) in medical, veterinary and 
cosmetic products, most particularly Listeria monocytogenes. (I) may be 
generated in foods by rei/mentation wilh L. sakei 2012, 

ADVANTAGE - (I) is a particularly effective inhibitor of Listeria 
monocytogenes . 
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La pr£sente invention concerne une bacteriocine de Lactobacillus sakci et 
plus particulierement de Lactobacillus sakei 2512 , une sequence nucleotidique 
codant pour cette bacteriocine, et l'utilisation industrielle de cette bacteriocine 
comme agent actif contre des flores pathogenes ou indesirables dans la preparation 
5 de produits alimentaires. 

Les bacteries lactiques sont utilisees intensivement dans les fermentations 
alimentaires afin, non seulement d'ameliorer la saveur et la texture des aliments 
mais surtout pour allonger leur duree de conservation. De nombreuses bacteries 
lactiques ont en effet la faculte d'inhiber la croissance de certaines bacteries a 

1 0 Gram positif, dont des souches pathogenes comme Listeria monocytogenes, grace 
4 l'excretion de molecules antagonistes, parmi lesquelles des composes 
pcptidiqucs. Ces composes pcptidiqucs, appclcs bactciiocincy, pi esculent done un 
potentiel interessant pour la preservation qualitative et sanitaire de produits 
alimentaires fermentes. 

15 A titre representatif de ces bacteriocines, on peut notamment citer celles 

form ant la sous-classe de polypeptides denommes bacteriocines anti-Listeria, 
bacteriocines de classe Ha (Ennahar S. et al s 2000, FEMS Microbiol. Rev., 
24 :85-106) et cystibiotiques (Jack R. et al y 1995, Microbiol. Rev., 59(2) :171- 
200). 11 a ete fait recemment etat de Utilisation potentielle d'une de ces 

20 bacteriocines de classe Ha, la divercine V41, pour empecher la croissance de 
Listeria monocytogenes dans du saumon fume (Duffes F. et al 7 1999, J. Food 
Prot, 62(12) :1394-1403). 

Les sequences de ces polypeptides presentent de fortes similitudes dans 
leur partie N-teiminale, avec en particulier la presence d'un pont disulfure. La 

2 5 partie C-terminale hydrophobe est beaucoup plus variable, toutefois certaines dc 
ces bacteriocines, dites de type pediocine (pediocine PA-1, enterocine A et 
divercine V41), se caractetisent par une taille sup6rieure a 40 resinns «t la 
presence d'un deuxieme pont disulfure du cot6 C-terminaL 

Les auteurs de la presente invention ont mis en evidence une nouvelle 

30 bactfriocrne de classe Ha produite a partir d'une souche specifique de 
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Lactobacillus sakei, qui s'avere particulierement efficace pout inhiber la 
croissance de Listeria, plus particulierement de Listeria monocytogenes. 

En accord avec Tagg J.R. et al , Bacteriol. Rev,, 40 ; 722-756 (1976), le 
terme " Bacteriocine n au sens de l'invention fait reference & un polypeptide 
5 produit, par synthese ribosomique, a partir de microorganismes, capable d'inhiber 
specifiquement la croissance d'autres bacteries. 

La presente invention a done pour premier objet un polypeptide issu de la 
souche Lactobacillus sakei 2512, dote d'une activit6 bact6riocine. 

10 La souche Lactobacillus salsci 25 12 a 6tc deposec 1c 25 mai 2000 aupies 

de la Collection Nationale des Cultures de Microorganismes ou elle est enregistree 
sous le numero de depot I - 2479. 

La bacteriocine objet de la presente invention a ete" denommee Sakacine 
G. II s'agit d'un polypeptide possedant une masse moleculaire de l'ordre de 3700 

15 a 3900 et preferentiellement d'environ 3834 Da determinee par spectrometrie de 
masse. Elle possede un spectre d' inhibition bacterienne tres apparent6 a celui des 
bacteriocines de classe Ila. Cest ainsi qu'elle s'avere particulierement efficace 
contre les souches de Lactobacillus sakei autres que le Lactobacillus sakei 2512, 
Pediococcus cerevisiae, I'ensemble des souches Listeria et contre les 

20 Enterococcus faecalis et durans. En revanche, elle s'avere inactive contre les 
autrcs csptccs dc Lactobacillus corame par exemple le Lactobacillus debruecfeii, 
le Lactobacillus plantarum, le Lactobacillus brevis, ie Lactobacillus casei, et une 
souche d*Enterococciis faecinm. 

A Timage des bacteriocines anti-Listeria de type pkiiocine, la Sakacine 

25 G possede dans sa structure peptidique avantageusement deux ponts disulfides. 

Une analyse des determinants genetiques de plusieurs bacteriocines de 
classe Ila a montre que les genes impliques dans leurs production, transport et 
immunity sont organises en une ou plusieurs structures de type operon. Ces 
operons ont une localisation souvent plasmidique et possedent genexalement au 

30 moins deux genes codant pour des proteines, homologues a un ABC-transporteur 
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et une protein© ocfceosoire, probablcmcnt impliquic dans 1'expcut ilea 
bacteriocines. 

Le clonage du fragment nucleotidiqne (SKQ ID N° 9) contenant le gene 
de la Sakacine G a revete Pexistence de deux cadres ouverts de lecture complete 
5 skgAl (SEQ ID N°l) et skgA2 (SEQ ID N°3) et de deux autres tronques skgl 
(SEQ ID N°5) et skgD (SEQ ID N°7) situes aux deux extremites du fragment 
clon6 dont une representation schematique est presentee en figure 1. 

Les produits des genes skgAl et skgAl, appeles pre-bactenocines, 
peuvent subir une maturation au cours de laquelle leurs peptides leaders respectifs 
10 sont clives entre les residus 18 et 19, liberant ainsi la Sakacine G active (residus 
19-55). 

La pi'cscutc invention a done dgalement pour objet un polypeptide iso!6 
correspondant k une bacteriocine, caracterisS en ce qu'il comprend la s6quence ED 
N°2 et/ou la sequence ID N°4. La sequence de la bacteriocine mature comprend la 
15 sequence ID N°12. 

Le cadre de lecture appele skgl code une proteine de 54 residus. La 
comparaison de cette sequence avec celle des banques de donn£es montre de 
fortes similitudes de Skgl avec des proteines dites d^mmunite. Elle code 
vraisemblablement pour la proteine d'immunite protegeant la bacterie productrice 
20 de la Sakacine G. 

La presente invention s'etend 6galement a un polypeptide isole 
comprenant la sequence ED N°6 correspondant au cadre de lecture skgl. 

En ce qui concerne le dernier gene skgD; il code pour une portion de 
proteme qui pr6sente une homologie avec des proteines de la famille des ABC- 
25 'transporteur3, ct plus particulicrcmcnt du transput tcur dc la p6diocine PA-1. Le 
gene skgD code vraisemblablement pour rABC-transporteur specifique de la 
Sakacine G. 

La presente invention s'etend 6galement au polypeptide isole" comprenant 
la sequence ID N°8 correspondant a ce gene dit skgD. 
30 A est entendu que sont egalement comprises les sequences homologues, 

defmies comme 
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i) les sequences similaires a au moins 70% de la sequence SEQ TD 
N° 2, N° 4, N°6, N°8 on N°12 ; ou 

ii) les sequences codees par une sequence d'acide nucteique 
homoiogue telle que definie ci-apres c'est-a-dire une sequence d'acide nucldique 

5 hybridant avec la sequence SEQ ID N° 1 , N° 3, N° 5, N° 7 ou N° 9 ou sa sequence 
complementaire, dans des conditions stringentes d' hybridation. 

Lk encore, le terme "similaires" se refere a la ressemblance parfaite ou 
identite entre les acides amines des sequences homologues comparees mais aussi a 
la ressemblance non parfaite que Ton qualifie de similitude. Cette recherche de 

10 similitudes dans une sequence pulypeplidique prend en compte les substitutions 
conservatives qui sont des substitutions d'acides amines de meme classe, telies 
que des substitutions d'acides amines aux chainee lateralee non chorgecs (tcls que 
l'asparagine, la glutamine, la serine, la threonine, et la tyrosine), d'acides amines 
aux chaines laterales basiques (tels que la lysine, l'arginine, et l'histidine), decides 

15 amines aux chaines laterales acides (tels que I'acide aspartique et Vacide 
glutamique) ; d'acides amines aux chaines laterales apolaires (tels que la glycine, 
Talanine, la valine, la leucine, l'isoleucine, la proline, la phenylalanine, la 
methionine, le tryptophane, et la cysteine). 

Plus gen6ralement, par "sequence d'acides amines homoiogue", on 

20 entend done toute sequence d'acides amines qui differe de la sequence SEQ ID 
N°2, N°4, N°6, N*8 ou N°12 par substitution, deletion et/ou insertion d'un acide 
amine ou d'un nombre reduit d'acides amines, notamment par substitution 
d'acideg amines naturels pax doa acides amines non naturcls ou pseudo-acides 
amines k des positions telies que ces modifications ne portent pas 

25 significativement atteinte a ractivite" hinlngique du polypeptide isole et de 
preference de la Sakacine G. 

De preference, une telle sdquence d'acides amines homoiogue est 
similaire k au moins 85 % de la sequence SEQ ID N°2, N°4, N°6, N°8 ou N°12, 
de preference au moins 95 %. 

30 L'homologie est g6n6ralement determinee en utilisant un logiciel 

d'analyse de sequence (par exemple, Sequence Analysis Software Package of the 
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Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 1710 
University Avenue, Madison, WI 53705). Des sequences cTacides amines 
simil aires sont atignees pour obtenir le maximum de degre d'homologie (i.e. 
identite ou similitude, comme defini plus haut). A cette fin, il peut etre necessaire 
5 d'introduire de maniere artificielle des espaces (" gaps ") dans la sequence. Une 
fbis ralignement optimal realise, le degre d'homoiogie est etabli par 
enregistrement de toutes les positions pour lesquelles les acides amines des deux 
sequences comparees sont identiques, par rapport au nombre total de positions. 

L'activite biologique du polypeptide isole et notarnraent de la Sakacine G 
10 se r6ftre a sa capacite a inhiber la croissance de souches bacteriennes indesirables 
et/ou pathogenes, de preference de bacteries Listeria et plus particulierement de 
bactciics Listeria monocytogenes. 

La pr6sente invention a egalement pour objet un acide nucleique isole, 
1 5 codant pour un polypeptide tel que defini precedernment. 

Plus precisement, la presente invention a pour objet un acide nucleique 
isole comprenant la sequence ID N°l et/ou la s6quence ID N°3. 

La sequence nucleotidique complete de la region impliquee dans 
L'expression de la Sakacine G (2042 pb) a ete determine, et est representee en 
20 sequence ID N°9. La presente invention vise egalement un acide nucleique 
comprenant une telle sequence. 

Comme decrit precedernment, cette sequence possede deux cadres 
ouverts de lecture complets skgAl et skgA2 et de deux autres tronques, skgl et 
skgD situes aux deux extremites du fragment clone. Les genes supposes skgA! 
2 s (SEQ ED N°l), skgA2 (SEQ ID N"3) ci skgl (SEQ ID N°5) y sont orientes en sens 
inverse par rapport kskgD (SEQ ID N°7). 

Sont 6galement rev«nd iques dans le cadre de la precente invention, 

l'acide nucleique comprenant ia sequence ID N°5 ainsi que l'acide nucleique 
comprenant la sequence ID N°7. 
30 D est entendu que sont egalement comprises les sequences homologues, 

defini es comme : 
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i) des s6quenees similaires a au moins 70 % de la sequence 
SEQ ID N°l, N°3, N°5, N°7 ou N°9 ; ou 

ii) des sequences hybridant avec la sequence SEQ ID N°l, 
N°3, N°5, N°7 ou N°9 ou leur sequence complementaire, dans des conditions 

5 stringentes d'hybridation, ou 

iii) des sequences codant pour Je polypeptide denomme 
Sakacine G, tel que defini pr6cedernment. 

De preference, une sequence nucleotidique homologue selon l'invention 
est similaire a au moins 75 % des sequences SEQ ID N°l, N°3, N°5, N°7 ou N°9, 
10 dc preference encore au moins 85 %, ou au moins 90 %, 

De maniere prdferentielle, une telle sequence nucleotidique homologue 
hybrid e specifiquement aux sequences complementairee de la sequence SEQ ID 
N°l, N°3, N°5, N°7 ou N°9 dans des conditions stringentes. Les parametres 
d6flnissant les conditions de stringence dependent de la temperature a laquelle 
1 5 50% des brins apparies se separent (Tm). 

Pour les sequences comprenant plus de 30 bases, Tm est definie par la 
relation (Sambrook et at., 1989,NY : Cold Spring Harbor Laboratory) : 

Tm = 81,5 + 0,41(%G+C) + 16,6 Log(concentration en cations) - 
0,63(%formamide) - (600/nombre de bases) 
20 Pour les sequences de longueur inferieure a 30 bases, Tm est definie par 

la relation : 

Tm-4(G+C) + 2(A+T). 
Dana deo conditions dc stringence appropriccs - , auxqucllcs les sequences 
aspecifiques n'hybrident pas, la temperature d'hybridation peut etre de preference 
25 de 5 a 10°C en dessous He Tm, et les tampons d'hybridation utilises oont de 
preference des solutions de force ionique elevee telle qu'une solution 6xSSC par 
exemple. 

Le terme "sequences similaires" employe plus haut se refere a la 
ressemblance parfaite ou identite entre les nucleotides compares mais aussi a la 
30 ressemblance non parfaite que Ton qualifie de similitude. Cette recherche de 
similitudes dans les sequences nucleiques distingue par exemple les purines et les 
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. pyiimidines. 

Une sequence nucieotidique homologue aux cadres ouverts de lecture 
representes en SEQ ID N°l, N°3, N°5. N°7 ou N°9 inclut done toute sequence 
nucieotidique qui differe de la sequence SEQ ID N°l, N°3, N°5, N°7 ou N°9 par 
5 mutation, insertion, deletion ou substitution d'une ou plusieurs bases, ou par la 
degenerescence du code gendtique, pour autapt qu f elle code pour un polypeptide 
presentant l'activite biologique de la Sakacine G, connne definie ci-apres. 

Pairai de telles sequences homologues, sont comprises les sequences des 
genes de bacteries autres que Lactobacillus, codant pour la Sakacine G. 
10 Les polypeptides de la presente invention peuvent etre synthetases par 

toutes les methodes bien connues de Thomme du metier. Les polypeptides de 
rinvcntioii pcuvcut par exeinple etre synthetises par les techniques de ia chimie de 
synthese, telles que la synthese de type Merrifield qui est avantageuse pour des 
raisons de purete, de speciflcite antigenique, d'absence de produits secondaires 
1 5 non desires et pour sa facilite de production. 

La presente invention a egalement pour objet un precede de production 
d'un polypeptide recombinant dans lequel un vecteur comprenant un acide 
nucleique confonne a la prSsente invention est transfere dans une cellule hdte qui 
est mise en culture dans des conditions peimettant l'expression d'un polypeptide 
20 confonne a la presente invention ou d'un polypeptide cod£ par une sequence 
d'acide nucleique conforme i la pr6sente invention. 

La bact6riocine recombinante peut egalement 6tre produite par un 
proc6de, dans lequel. un vecteur contenant un acide nucleique comprenant une 
sequence nucieotidique conforme a l'invention et de preference les sequences 
2 5 SEQ ID N°l et/ou N°3 ou une sdquence homologue est transferee dans uuc cellule 
hdte qui est mise en culture dans des. conditions permettant l'expression du 
polypeptide correspondent. 1a proline prndnite peut ensuite etre recuperet et 
purifiee. Les procedes de purification utilises sont connus de l'homme du metier. 
Le polypeptide recombinant obtenu peut etre purifie a partir de lysats et extraits 
30 cellulaires, du suinageant du milieu de culture, par des methodes utilisees 
individuellement ou en combinaison, telles que le fractionnement, les methodes de 



8 



2809404 



chromatographic les techniques d r immunoaffinit6 a 1'aide d'anticorps mono- ou 
polyclonaux specifiques, etc. 

La sequence d'acide nucleique dinter6t, codant pour la Sakacine G, peut 
5 etre inseree dans un vecteur d' expression, dans lequel elle est liee de maniere 
operante k des Elements permettant la regulation de son expression, tels que 
notamment des promoteurs, activateurs et/ou terminateurs de transcription. Les 
signaux controlant l'expression des s6quences nucleotidiques (promoieurs, 
activateurs, sequences de terrainaison...) sont choisis en fonction de l'hote 

10 cellulaire utilice. A cet effet, les sequences nucleotidiquea eelon invention 
peuvent etre inserees dans des vecteurs a replication autonome au sein de l'hdte * 
choisi. ou des vecteurs integrates de l'hote choisi. De tels vecteurs seront prepares 
selon les methodes couramment utilisees par rhomme du metier, et les clones en 
resultant peuvent etre introduits dans un hdte approprie par des methodes 

15 standard, telles que par exemple i'electroporation ou la precipitation au phosphate 
de calcium. 

Les vecteurs de clonage et/ou ^expression tels que decrits ci-dessus, 
contenant une s6quence nucleotidique definie selon l'invention font egalement 
partie de la presente invention. 

20 

L'invention vise en outre les cellules hotes trans funnees, de maniere 
transitoire ou stable, par ces vecteurs d'expression. Ces cellules peuvent etre 
obtenues par 1 'introduction dans des cellules botes, de preference procaryotes, 
d'une sequence nucleotidique inseree dans un vecteur tei que defini ci-dessus, puis 

25 la rnise en culture desdites cellules dans des conditions permettant la replication 
et/ou l'expression de la sequence, nucleotidique transferee. 

Des exemples de cellules h6tes incluent notamment des bacteries telles 
que Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus, 
Escherichia et les levures. 

30 Les sequences nucleotidiques de l'invention peuvent etre d'origine 

artificielle ou non. II peut s'agir de s6quences d'ADN ou d'ARN, obtenues par 
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criblage de banques d© sequences au moycn dc sondes elaboi6cs sur la base des 
s6quences SEQ ID N°I, N°3, N°5, et/ou N°7 ou N°9. De telles banques peuvent 
etre preparees par des techniques classiques de biologic moleculaire, connues de 
rhomme de Tart. 

5 Les sequences nucleotidiques selon l'invention peuvent egalement etre 

preparees par synthese chimique, ou encore par des methodes mixtes incluant la 
modification chimique ou enzymatique de sequences obtenues par criblage des 
banques. 

10 La presente invention se rapporte egalement a un procede pour inhiber la 

croissance de Listeria, plus particulierement de Listeria monocytogenes dans un 
cavirouucmeal qui peut etre aiimentalre ou non et qui est susceptible d'etre 
contamine avec les Listeria monocytogenes. 

Les Listeria monocytogenes sont des microorganismes pathogenes qui 

15 sont a Porigine de severes maladies chez les Stres humains et animaux et qui 
peuvent notamment etre facilement transmissibles par des aliments contamines, 
plus specialement au moyen de viandes, de produits carnes, de produits marins, de 
lait et de produits derives. La presente invention propose done un procede pour 
inhiber la croissance de Listeria monocytogenes dans un aliment susceptible de 

2 0 contenir des Listeria monocytogenes a titre de contaminant, ledit procede 
comprenant Taddition d'un polypeptide conforme a l'invention dans ledit aliment 
en une quantite suffisante pour inhiber la croissance de Listeria monocytogenes. 

Les bacteriocines conlbimes a l'invention sont de preference utilisees 
dans tout systeme alimentaire en une quantite comprise entre 1 et 100000 unites 

2 S arbitrages (AU) de boctdriocincs par gramme d'alimcnt. 

Une AU de bacteriocines est definie comme 5 \i\ de la dilution la plus 

filevee du surnageant de culture conduicont d une zone dermic d'irihibitiou dc 
croissance par rapport a une souche temoin d'une bacterie a Gram positif sur un 
milieu agar. 

3 0 Bien que les aliments soient les plus concemes par une contamination par 

Listeria monocytogenes, les produits veterinaires et medicaux peuvent egalement 
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6tre* contamines avec ce type de bact&ies, de raeme que les produits cosm&iques 
ou produits apparentes. 

Les bact6riocines conformes i la prisente invention, et notamment la 
Sakacine G, sont done 6galement utiles pour inhiber la croissance de ce type de 
5 pathogenes dans ces produits. 

La presente invention a.ainsi pour objet l'utilisation d'une bacteriocine 
conforme a la presente invention comme agent actif contre des flores pathogenes 
ou indesirabies notamment dans la pr6paration de produits alimentaires et plus 
precisement pour inhiber la croissance et la propagation de Listeria, plus 
10 parti culicrcmcnt dc Listeria monocytogenes, dans les pioduits aliiiiculaircs. 

Le polypeptide peut etre incorpore tel quel dans le produit alimentaire 
rrmsidere on encore y £tre produit a partir de la souche Lactobacillus Sakei 2512. 

La prdsente invention a ainsi egalement pour objet l'utilisation de la 
souche Lactobacillus Sakei 2512 dans un produit alimentaire pour y g&ierer un 
1 5 polypeptide bacteriocine conforme a l'invention. 

L' invention conceme encore une composition bacteriocine, caracterisee 
en ce qu'elle comprend an moins un polypeptide conforme a la presente invention, 
e'est-a-dire issue de la souche Lactobacillus Sakei 2512 ou comprenant la 
sequence SEQ ID N°2, ou N°4, ou N°12 ou la souche Lactobacillus Sakei 25 12. 
20 L'invention s'6tend egalement a l'utilisation de la souche Lactobacillus 

sakei 2512 destinee & produire un polypeptide tel que defini plus haut, pour 
inhiber la croissance et la propagation de Listeria, plus particulierement de 
Listeria monocytogenes, dono deo produita olimentarrea ainai que les compositions 
comportant de telle souche. 

25 

Les exemples et la figure ci-apres sont presentes a titre illustratif et non 
limitatif de I'objet de la presente invention. 
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FIGURE: 

Figure 1 : Representation schematique du locus genetique impliqu£ dans 
la production de la sakacine G. 

5 

MATEREELS ET METHODES 

• Souches bacteriennes et milieux de culture. Lactobacillus sakei 2512 
est cultivee a 30°C en milieu MRS (DIFCO Laboratories) sterilise 12 min h 
110°C. Les souches indicatrices sont cultivees en milieu BHI ("brain-heart 

1 0 infusion"; DIFCO Laboratories) a 37°C, 

• Test d'activitS. Du milieu BHI, g61ose a lOg/1, est ensemence a 1% par 
une preculture de souche indicatrice en phase stationnaire avant d'etre coule en 
boite de Petri. Cinquante microlitres de solution de sakacine G sont deposes dans 

1 5 des puits creuses dans la gelose refroidie a Temporte piece. L'activite bacteriocine 
se traduit par l'apparition de zones d'inbibition autour des puits apres incubation 
une nuita37°C. 

• Analyse prnteiqn«. Tjj sakar.tnfi G est analyse* e.rx spectrometrie de 

masse sur un appareil Perkin-Elmer Sciex API 165 Squipe d'une source 

2 0 d'ionisation par Ionspray. Apres lyophilisation, la fraction HPLC active est reprise 

avec une solution acetonitrile / eau (1:1) contenant 0,1% d'acide formique puis 
injectee par infusion k un ddbit de 5 ul/min. 

La concentration prot&que est deterrain£e par la methode a Tacide 
bicinchoninique au moyen du kit BCA (Sigma) selon les instructions du 
25 fabriquant. 

Les comparisons de sequences proteiques sont realis6es grace au 
programme BLAST (1), accessible a partir du serveur ExPASy du "Swiss Institute 
of Bioinformatics". 

• Clonage mol6culairc ct transformation. Les plasrnidcs sont cxtraits ct 

3 0 purifies a partir de souches d 1 Escherichia, coli et de Lactobacillus sakei 2512 

selon les methodes decrites prenedemment par Sambrook et aL 3 1989, NY : Cold 
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Spring Harbor Laboratory et Muriana et Klaenhammer, 1987, Appl. Environ. ' 
MicrobioL, 53 :553-560 respectivement. 

Les enzymes de restriction et de modification de 1'ADN sont utilises 
selon les indications du foumisseur (Gibco-BRL). Les electrophoreses en gel 
5 d'agarose, analytique et preparative, sont conduites en tampon Tris/borate/EDTA 
(pH 8,3) selon les methodes decrites par Sambrook et al, 1989, NY : Cold Spring 
Harbor Laboratory. Les fragments d'ADN digeres sont purifies a partir des gels 
d'agarose en utilisant le kit "Prep-a-Gene" (Bio-Rad). Les clonages dans ies 
plasmides pGEM-T (Promega) et pZER02 (Invitrogen) sont realises selon les 

10 recommendations de3 fournis3eurs. Le transfert de type Southern cat realise sur 
membrane de nylon (Hybond-N+ 5 Amersham) selon Sambrook et al, 1989, NY : 
Cold Spring Harbor Laboratory. Le transfert est suivi d'une hybridation avec une 
sonde radioactive obtenue par marquage au 32 P a I'aide du kit "random primers 
DNA labelling system" (Gibco-BRL). Les bact&ies E. coli sont rendues 

15 competentes et transformees selon la methode de Hanahan, 1983. J. MoL Biol. 
166:557-80. . 

La Taq polymerase (Gibco-BRL) est utilisee selon les recommandations 
du foumisseur. L'amplification du fragment d'ADN codant la Sakacine G a ete 
realisee i i'aide d'un appareil "Geneamp 9700®" (Perkin-Elmer) selon les 
20 conditions suivantes : 35 cycles de denaturation a 94°C pendant 30 s, hybridation 
a 45°C pendant 30 s et elongation a 72°C pendant 1 min suivis d'un cycle 
supplementaire d'SIongation a 72°C pendant 5 min. 

Le fragment d'ADN portant le locus sakacine G est sequence a i'aide d'un 

sequenceur automatique ABI Prism 310® (Perkin-Elmer) en utilisant le kit de 
25 sequengage "Big-dye terminator®" (Perkin-Elmer) et les amorces nucleotidiques 
appropriees. 

Isolement et purification de la Sakacine G. 
3 0 Une culture de 16 h de Lactobacillus, sakei 2512 (100 ml) est centrifugee 

a 6000g pendant 15 min. Le sumageant de culture est ensuite chauffe a 70°C 
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pendant 20 min. Lc sumageant rcfroidi est ensuitc dilu6 avee 1 volume d'eau (1c 
pH de la solution diluee doit £tre inferieur a 6, par addition dUCl 1M si 
necessaire) avant tfetre pa.SK& sur line cnlnnne (2.5 x 1 R cm) crmtenant ime r£sine 
echangeuse de cations (carboxy-methyl cellulose; Cellufine C-200, Amicon) 
5 equilibree avec de l'eau. Apres des lavages successifs avec de l'eau (100 ml) puis 
une solution de NaCl 0,1M (150 ml), la Sakacine G est eluee avec une solution de 
NaCl 0,5M (200 ml). Le pH de toutes les solutions doit foe inferieur a 6. La 
fraction active est ensuite deposee sur cartouche d'extraction en phase solide (Sep- 
pakplus CI 8, Waters) equilibree dans l'eau. Apres lavages successifs avec 5 ml de 

10 solutions d'acetate d'ammonium 20 mM contenant 0, 10, 20 et 30% d'acetonitrile, 
la Sakacine G est eluee avec 10 ml d'acetate d'ammonium 20 mM contenant 80% 
d'acetonitrile. Apres lyophilisation, l'extrait est soiubilise dans 1 ml de solution 
aqueuse d'acetonitrile a 40% puis injecte sur une colonne HPLC analytique de 
phase inverse en C8 (Kromasil, 5um, 100 A, 4.6 x 250 mm, ALT.). L'HPLC a ete 

15 realisee sur un appareillage comprenant une pompe Perkin-Elmer series 200 LC 
connectee a un detecteur Peikin-Elmer 785A. Le chromatogramme en absorption 
est enregistre a 220 nm. La separation est realisee, a un debit de 0,8 ml/min selon 
le gradient suivant : Solvant A = eau/acide trifluoroacetique 0,1%; solvant B = 
acetonitrile/eau/ acide trifluoroacetique 0,07%. Apres un lavage de 5 min avec 

2 0 20% de solvant B, l'eiution est realisee par un gradient de 20 de 40% de solvant B 
en 10 min puis de 40 a 55% de solvant B en 20 minu 

La traction correspondant au pic a 23 min s'etant revelee active contre 
Listeria ivanovii BUG 496 a ete analys6e en spectrometrie de masse en ionisation 
"ionspray". La molecule apparait pure a au moins 95% et possede une masse 

25 molcculairc de 3834,32 ± 0,31 Da. La quantitc dc Sakacine G ainsi purifiett a etc 
estimee a 120 ug a partir de 100 ml de culture. Le rendement de purification a ete 
estime a 55% d'activite* retrouvee. Une partie de la sequence primaire de la 
Sakacine G a eti determinee par microsequencage et deux oligonucleotides 
degeneres ont 6te etablis a partir de cette sequence. 



14 



2809404 



EXEMPT 2; 

Clonage du locus genetique irnpliqu6 dans la production de la sakacine 

G. 

5 Par gen6tique inverse, les deux oligonucleotides deg6n6res SakGOl 

(5' AARTATTATGGNAAYGGNGT 3 f ) (SEQ ID* N°10) et SakG02 
(5' ACATGATGNCCNCCRTTNGC 3') (SEQ ID N°ll) ont ete choisis afin 
d'amplifier le fragment d'ADN correspondant au gene de structure de la Sakacine 
G mature (SEQ ID N°12) par reaction de polymerisation en chaine (PGR). 
10 L'amplifiat ainai obtcnu, d'unc taillc approximative dc 100 pb a 6tc clone dans lc 
plasmide pGEM-T pour former le plasmide pJMBYCOl. Le fragment de 

restriction Pvr/II de 560 pb issn de pJMBYCOl, incluant le fragment insere, a 
servi de sonde d'hybridation, lors d'un transfert de type Southern, pour localiser le 
gene de structure sur le genome de Lactobacillus sakei 2512, A partir d'un extrait 

15 plasmidique de Lactobacillus sakei 2512 digere par les enzymes de restriction 
HindlR et EcoRl, la sonde a revele des fragments de tailles respective^ d'environ 
2,1 et 9 kpb. Le fragment HindUl de 2,1 kpb a ete purifie puis insere dans le 
vecteur pZER02 pour donner le plasmide pJMBYC02. La presence du gene de 
structure de la Sakacine G dans pJMBYC02 a ete demontree par amplification 

20 PCR avec les amorces SakGOl et SakG02 puis par sequencage nucl6otidique du 
fragment insert dans pJMBYC02. 

La sequence nucleotidique complete (2042 pb) du fragment de restriction 
HindUL insere dans pJMBYC02 a 6t6 determinee. L'analyae de cctte sequence a 
revete Fexistence de deux cadres ouverts de lecture complets skgAl et skgA2 et de 

25 deux autres tronques. skgl et skgD situes aux deux extremites du fragment clone. 
Les genes supposes skgAl skgA2 et skglsont orientes en sens inverse par rapport a 
skgD. 

Chacun des cadres ouverts de lecture est precede* d\ui site potentiel de 
fixation des ribosomes. Les genes skgAl et skgA2 codent tous les deux des 
30 proteines de 55 residus d'acides amines dont les sequences 19-55 sont totalement 
identiques. La sequence 19-52 correspond a la sequence de la sakacine G obtenue 
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par micros£quencage. La presence suppos6e de 3 residua cyot6ine en positions 9, 
14 et 24 est confirmee et trois residus suppl&nentaires de glycine, valine et 
cysteine apparaissent en extremite C-terminale. 

Les sequences 1-18 des proteines SkgAl et SkgA2 ne different que de 3 
5 residus et presentent de fortes similitudes avec les peptides "leader" des 
bacteriocines de classe II, qui sont impliquees dans le transport de ces peptides par 
des ABC-transporteurs specifiques. En particulier le motif GG terminal (17-18) 
est caracteristique de ces sequences leader et constitue le site de maturation de ces 
bacteriocines. La comparaison des sequences nucleotidiques des genes skgAJ et 

10 skgA2 montre egalement une identite de sequence de plus de 95% pour la partie 
des genes codant la bacteriocine mature. Le cadre de lecture ouvert incomplet 
appclc skgl code unc piotciac dc 54 i6aidus. La. comparaison de cette sequence 
avec celles des banques de donn£es montre de fortes homologies de Skgl avec les 
proteines dites d'immunitd LccI et Mesl. L'implication de MesI dans la protection 

15 vis a vis de la mesentericine Y105 a ete demontr<§e. On peut supposer que skgl 
code la proteine d'immunite a la sakacine G. 

Le dernier gene skgD code une portion de proteine de 394 acides amines. 
D'apres les banques de donnees, SkgD est tres homologue de proteines de la 
famille des ABC-transporteurs et plus particulierement des transporteurs de la 

20 pediocine PA-1 : PedD ou PapD (Marugg ID. et ai t 1992, Appl. Environ. 
Microbiol. 58(8) :23 60-7 ; Motlagh A. et aL y 1994, Lett. Appl. Microbiol. 
18(6) :305-12),de la sakacine P : SppT (Huhne K. et aL, 1996, Microbiology. 
142(Pt<5) .1437-48), de la sakacine A : SapT (Axelsson L. et al t 1995, J. 
Bacteriol. 117(8) :2125-37) et de la mesentericine Y105 : MesD (Fremaux C. et 

2 5 nL, 1995, Microbiology. i41(Pt 7) :1637-45). 

E}£MPLE3 : 
Spectre d'inhibition. 

La sensibility & la Sakacine G de 17 souches bactenennes a ete testee par 

3 0 la methode de test en puits (cf Materiels et Methodes). Les rdsultats sont presents 

dans le tableau 1 ci-apres : 
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TABLEAU 1 





Rayon des halos 
d'inhibition (mm) 


Lc, lactis ATCCUA54 


0 


Ln. Paramesenteroides DSM 20288 


0 


Ln. Mesenteroides DSM 20484 


0 


Ln. Mesenteroiaes DoM 


u 


LZ?. delbrueckii DSM 20081 


0 


£6. piamarum DSM 20174 


0 


16 6rev£s DSM 20054 


0 


Lb. casei DSM 2001 1 


0 


Lb.sakei25\5 


1 


P. acidilactici ENSAIA 583 


0 


P. cerevisiae IP 5492 


1 


Kfaecium ENSAIA 631 


0 


£./aeca/isIP5430 


2 


E.faecalis ENSAIA 636 


1 


durans ENSAIA 630 


2 


I. znacua 8811 


3 


RUG 496 


6 



Le spectre ^inhibition de cette bacteriocine apparait comme assez etroit 
et limite aux souches de Lactobacillus sakei et Pediococcus cerevisiae pour les 
bactenes lactiques. Ce peptide apparait, comrne les autres bacteriocines de classe 
Ila, actif contre toutes les souches de Listeria testees, ainsi que contre les 
Enterococcusfaecalis et durans mais pas contre Enterococcus faecium. 
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RBVENDICATIONS 

I. Polypeptide isole, caracterise en ce qu'il s'agit d'une bacteriocine, 
denommee Sakacine G, issue de Lactobacillus sakei 25 12. 

5 2. Polypeptide isole selon la revendication 1, caract6rise en ce qu'il s'agit 

d'une bacteriocine de classe Ila, 

3. Polypeptide isole, caracterise en ce qu'il comprend la sequence ID N° 
2 et/ou la sequence ED N° 4. 

10 

4. Polypeptide isole, caracterise en ce qu'il comprend la sequence ID ' " 

N°12. 

5. Acide nucleique comprenant one sequence nucleotidique codant un 
15 polypeptide selon Tune des revendications 1 a 4. 

6. Acide nucleique selon la revendication 5, comprenant la sequence ID 
N°l et/ou la sequence ED N°3. 

20 7. Acide nucleique selon la revendication 5 ou 6, comprenant la sequence 

d'acide nucl&que SEQ ID N°9. 

8. Polypeptide isole, caracterise en ce qu'il comprend ia sequence ID 

N°6. 

25 

9. Polypeptide isold, caracterise en ce qu'il comprend la sequence ED 

10. Acide nucleique comprenant la sequence ID N°5. 

30 

I I . Acide nucleique comprenant la sequence ID N°7. 
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12. Vecteur de clonage et/ou d* expression comprenant un acide nucl&que 
selon i'une des revendications 5 k 7, 10 ou 1 1. 

5 13. Cellule hdte transfoimee par un vecteur selon la revendication 12, 

14. Cellule hdte selon la revendication 13, caract6ris6e en ce qu'il s'agit 
(Tun microorganisme choisi panni les Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, 
Streptococcus, Pediococcus, Escherichia ou d'une levure. 

15. Proc6de de production d'un polypeptide recombinant dans lequelun 
vecteur comprenant un acide nucl&que selon Tune des revendications 5 a 7, 10 ou 
11 est transfers dans une cellule hdte qui est mise en culture des conditions 
permettant Fexpression d'un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 4, 8 

15 ou 9 ou d'un polypeptide code par une sequence d' acide nucteique telle que 
definie dans Tune des revendications 5 a 7, 10 ou 1 1 . 

16. Utilisation d'un polypeptide selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 4 comme agent actif contre des ttores pathogenes ou 

2 0 indesirables dans la preparation de produits alimentaires. 

17. Utilisation selon la revendication 16, caracterisee en ce que iedit 
polypeptide est mis en omvre pour mhiber ]a rxoissa-nce et la propagation de 
Listeria, plus particulierement de Listeria monocytogenes, dans les produits 

25 alimentaires. 

18. Utilisation selon la revendication 16 ou 17, caracterisee en ce que 
ledit polypeptide est produit dans le produit alimentaire k partir de la souche 
Lactobacillus Sakei 2512. 

30 
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19. Utilisation de la souche Lactobacillus Sakei 2512 dans des produits 
alimentaixes pour y produire un polypeptide bacteriocine selon Tune des 
revendications 1 i4. 

20. Composition bacteriocine caract&isee en ce qu'elle comprend au 
moins un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 k 4 ou la 
souche de Lactobacillus Sakei 2512, 
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LISTS DC SEQUENCES 

<110> RHODIA FOOD 

<120> BACTERIOCINE ANTI- LISTERIA 

<130> BPF00/0609 

<140> 
<141> 

<160> 12 

<170> Patentln Ver. 2.1 
<210> 1 

<211> 196 
<212> ADN 

<213> Lactobacillus sake 

<220> 

<221> CDS 

<222> (20) . , (187) 

<400> 1 

ttaacaggag gtattcaaa atg aag aat aca cgt age tta acg ate caa gaa 52 
Met Lys Asn Thr Arg Ser Leu Thr He Gin Glu 
15 10 

ata aaa tec ate aca ggt ggt aaa tac tat ggt aat ggt gtt age tgt 100 
He Lys Ser He Thr Gly Gly Lys Tyr Tyr Gly Asn Gly Val Ser Cys 
15 20 25 

aac tct cat ggt tgt tea gta aat tgg ggg caa gca tgg act tgt ggg 14 8 
Asn Ser His Gly Cys Ser Val Asn Trp Gly Gin Ala Trp Thr Cys Gly 
30 35 40 

gta aat cat eta get aat ggc ggt cat ggg gtt tgt taa ttatttaaa 196 
Val Asn His Leu Ala Asn Gly Gly His Gly Val Cys 
45 50 55 



<210> 2 
<211> 55 
«212> TRT 

<213> Lactobacillus sake 
<400> 2 

Met Lyo Aon Thr Arg ficr Leu Thr Ho Gin Glu He Lyo Ser Ho Thr 
15 10 15 

Gly Gly Lys Tyr Tyr Gly Asn Gly Val Ser Cys Asn Ser His Gly Cys 

20 2S 30 

Ser Val Asn Trp Gly Gin Ala Trp Thr Cys Gly Val Asn His Leu Ala 
35 40 45 

Asn Gly Gly His Gly Val Cys 
50 55 
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^210* 3 

<211> 196 
<212> ADN 

<213> Lactobacillus sake 

<220> 

<221> CDS 

<222> (20).. {187) 

<400> 3 

taatttggag atgttcttt atg aaa aac gca aaa age eta aca att caa gaa 52 
Met Lys Asn Ala Lys Ser Leu Thr He Gin Glu 
1 5 10 

atg aaa tct att aca ggt ggt aaa tac tat ggt aat ggc gtt age tgt 100 
Met Lys Ser He Thr <3ly Gly Lys Tyr Tyr Gly Asn Gly Val Ser Cys 
is 20 25 

aac tct cac ggc tgt tea gta aat tgg ggg caa gca tgg act tgt gga 148 
Asn Ser His Gly Cys Ser Val Asn Trp Gly Gin Ala Trp Thr Cys Gly 
30 35 40 

gta aac cat eta get aat ggc ggt cat gga gtt tgt taa ttaccagat 196 
Val Asn His Leu Ala Asn Gly Gly His Gly Val Cys 
±* 50 55 



<210> 4 
<211> 55 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus sake 
<400> 4 

Met Lys Asn Ala Lys Ser Leu Thr He Gin Glu Met Lys Ser He Thr 
1 5 10 is 

Gly Gly bys Tyr Tyr Gly Asn Gly Val Ser Cys Asn Ser His Gly Cys 
20 25 30 

Ser Val Asn Trp Gly Gin Ala Trp Thr Cys Gly Val Asn His Leu Ala 
35 40 45 

Asn Gly Gly His Gly Val Cys 
50 55 



<210> 5 
<211> 181 
<212> ADN 

<213> Lactobacillus sake 

<220> 

<221> CDS 

<222> (24) . . (179) 

<40U> S 

ttaaaaaagg agaegtgatt aaa atg gca aac aaa gac aat att aaa act gaa 53 

Met Ala Asn Lys Asp Asn lie Lys Thr Glu 
1 5 10 
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tct aaa aac aac ate gaa get etc ttg cac tta eta gaa aag cgt cct 101 
Ser Lys Asn Asn lie Glu Ala Leu Leu His Leu Leu Glu Lys Arg Pro 
15 20 25 

gta aaa tec agt gaa tta etc gat att att gac gtt ctt tec caa gtt 149 
Val Lys Ser Ser Glu Leu Leu Asp lie lie Asp Val Leu Ser Gin Val 
30 35 40 

tat age aaa att gat ata get aag aat ccc ga 181 
Tyr Ser Lys lie Asp He Ala Lys Asn Pro 
45 50 

<210> 6 
<211> 52 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus sake 
<400> 6 

Met Ala Asn Lys Asp Asn II* hya Thr Glu Gcr Iiya Asa Asn He Glu 
1 5 10 15 

Ala Leu Leu His Leu Leu Glu Lys Arg Pro Val Lys Ser Ser Glu Leu 
™ 2S 30 

Leu Asp He lie Asp Val Leu Ser Gin Val Tyr Ser Lys He Asp He 
35 40 45 

Ala Lys Asn Pro 
50 



<210> 7 
<211> 1203 
<212> ADW 

<213> Lactobacillus sake 

<220> 

<221> CDS 

<222> (20) . . (1201) 

<400> 7 

aaattaggag acttatat.a t* a ttt aat otg ttg aga tac Aaa aa* LUa tat 52 

Leu Phe Asn Leu Leu Arg Tyr Lys Lys Leu Tyr 
1 S io 

tgt tea caa gtg g*t gaa gat gat tgt gga ate gca get tLy aat atg ±uc 
Cys Ser Gin Val Asp Glu Asp Asp Cys Gly He Ala Ala Leu Asn Met 
15 20 25 



att ttt aaa aat hht- rjgt tea gaa tat tea eta tea aaa LLy cga ttc 
He Phe Lys Asn Phe Gly Ser Glu Tyr Ser Leu Ser Lys Leu Arg Phe 
30 35 40 

tta gca aaa a™ agt caa caa ggg act act att ttt gga cLy ata aag 
Leu Ala Lys Thr Ser Gin Gin Gly Thr Thr lie Phe Gly Leu He Lys 
45 so 



14 8 



196 



get gca gag gas eta aat tta gaa gcg aat gca tta caa yet gat atg 



244 
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Ala Ala Glu Glu Leu Asn Leu Glu Ala Asn Ala Leu Gin Ala Asp Met 
60 65 70 75 

ggc ate ttt aaa gat gaa aat tta atg eta cca ate att gca cat gtt 292 
Gly He Phe Lys Asp Glu Asn Leu Met Leu Pro He He Ala His Val 
eo 85 90 

tta aag caa gga aaa gtt ctg cat tac tac gtt gta ttt gat gtt teg 340 
Leu Lys Gin Gly Lys Val Leu His Tyr Tyr Val Val Phe Asp Val Ser 
95 100 105 

aaa gac ttt tta att att ggt gac cca gac cca aca ata gga att acg 388 
Lys Asp Phe Leu He He Gly Asp Pro Asp Pro Thr He Gly He Thr 
no 115 120 

gaa ate tec aaa aag gat ttt gaa aat gaa tgg acg ggt aat ttc ata 436 
Glu He Ser Lys Lys Asp Phe Glu Asn Glu Trp Thr Gly Asn Phe He 
125 130 135 

aca ttt tea aaa gga aag aac ttt gtt tea gag aag cag aga aat aac 484 
Thr Phe Ser Lys Gly Lys Asn Phe Val Ser Glu Lys Gin Arg Asn Asn 

140 X45 150 " 155 

agt tta etc aag ttt att cct att ttg aga cag caa aaa tec eta ata 532 
Ser Leu Leu Lys Phe He Pro He Leu Arg Gin Gin Lys Ser Leu He 
160 165 170 

ttc tgg ata get ttc gee gca ata eta ttg atg ata att agt att gca 580 
Phe Trp He Ala Phe Ala Ala He Leu Leu Met He He Ser He Ala 
175 180 185 

gga tea ctt ttt tta gaa caa ctt gta gat ata tat ata cca cac aaa 628 
Gly Ser Leu Phe Leu Glu Gin Leu Val Asp He Tyr He Pro His Lys 
190 195 * 200 

aat atg gat aca ttg ggg att ate teg att tgc tta att gga gee tat 676 
Asn Met Asp Thr Leu Gly He He Ser lie Cys Leu He Gly Ala Tyr 
205 210 215 

ctt tta cag gee gta atg acg tat ttt cag aat ttt tta eta act ata 724 
Leu Leu Gin Ala Val Met Thr Tyr Phe Gin Asn Phe Leu Leu Thr He 
220 225 230 235 

ttt gga caa aat ctt tct aga aaa att att tta aat tat att aat cac 772 
Phe Gly Gin Asn Leu Ser Arg Lys He He Leu Asn Tyr- He Asn His 
240 245 250 

ctt ttt gaa tta ccc atg tct ttc ttc tea aca cgt aga gtt ggc gaa 820 
Leu Phe Glu Leu Pro Met Ser Phe Phe Ser Thr Arg Arg Val Gly Glu 
255 260 265 

ata gtc tct egg ttt aca gat gca age aag att ata gat get ttg gca 868 
He Val Ser Arg Phe Thr Asp Ala Ser Lys He He Asp Ala Leu Ala 
270 275 280 

agt acg att ttg act etc ttt tta gat gtt tgg atg ttg gtt aca ate 916 
Ser Thr He Leu Thr Leu Phe Leu Asp Val Trp Met Leu Val Thr He 
285 290 295 



tea ate gtt etc gta ttt tta aat aca aag tta ttt atg att tct ctg 
Ser He Val Leu Val Phe Leu Asn Thr Lys Leu Phe Met He Ser Leu 
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300 305 310 315 

gta tct ata ccg gtg tac tea gtt ata att tat gcg ttt aaa aat aca 1012 
Val Ser lie Pro Val Tyr Ser Val lie He Tyr Ala Phe Lys Asn Thr 

320 323 330 

ttt aat ggc ctg aac cat aaa tea atg gaa aat gca gca tta ttg aat 1060 
Phe Asn Gly Leu Asn His Lys Ser Met Glu Asn Ala Ala Leu Leu Asn 

335 340 345 

tct gca ata ate gaa aac gta act ggc ata gaa act gta aaa tea tta 1108 
Ser Ala He He Glu Asn Val Thr Gly He Glu Thr Val Lys Ser Leu 

350 353 360 

act tea gaa gaa ttt tec tac aat caa ate act gat aga ttc gaa aat 1156 
Thr Ser Glu Glu Phe Ser Tyr Asn Gin He Thr Asp Arg Phe Glu Asn 

3 65 370 37 5 

ttt ctt aac agt tec tta egg tat acg ata get gac caa gga cag ca 1203 
Phe Leu Asn Ser Ser Leu Arg Tyr Thr He Ala Asp Gin Gly Gin 

300 303 3S*U 



<210> 8 
<211> 394 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus sake 
<400> 8 

Leu Phe Asn Leu Leu Arg Tyr Lys Lys Leu Tyr Cys Ser Gin Val Asp 
1-5 10 15 

Glu Asp Asp Cys Gly He Ala Ala Leu Asn Met He Phe Lys Asn Phe 
20 25 30 

Gly Ser Glu Tyr Ser Leu Ser Lys Leu Arg Phe Leu Ala Lys Thr Ser 

35 40 45 

Gin Gin Gly Thr Thr He Phe Gly Leu lie Lys Ala Ala Glu Glu Leu 
50 55 60 

Asn Leu Glu Ala Asn Ala Leu Gin Ala Asp Met Gly He Phe Lys Asp 
65 70 75 80 

Glu Aon Leu Met Leu Pro lie He Ala. His Val Leu Lys uln Gly Lys 
85 90 95 

Val Leu His Tyr Tyr Val Val Phe Asp Val Ser Lys Asp Phe Leu He 

100 105 110 

He Gly Asp Pro Asp Pro Thr He Gly He Thr Glu He Ser Lys Lys 
115 120 125 

Asp Phe Glu Asn Glu Trp Thr Gly Asn Phe lie Thr Phe Ser Lys Gly 
130 135 140 

Lys Aan Phe Val 3er Glu Lys Gin Arg Asn Asn Ser Leu Leu Lys Phe 
145 ISO 155 * 160 

He Pro He Leu Arg Gin Gin Lys Ser Leu He Phe Trp He Ala Phe 

165 170 175 
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Ala Ala II* Leu Lsm Mot Ho Ilo Sor Ilo Ala Gly Ser Leu The Leu 
180 185 190 

Glu Gin Leu Val Asp lie Tyr lie Pro His Lys Asn Met Asp Thr Leu 

195 200 205 

Gly He He Ser He Cys Leu He Gly Ala Tyr Leu Leu Gin Ala val 
210 215 220 

Met Thr Tyr Phe Gin Asn Phe Leu Leu Thr He Phe Gly Gin Asn Leu 
225 230 235 240 

Oer Axg Lyo He He Leu Asn Tyr He Asn His Leu Phe Olu Leu Pro 
245 250 255 

Met Ser Phe Phe Ser Thr Arg Arg Val Gly Glu He Val Ser Arg Phe 

260 2G5 270 

Thr Asp Ala Ser Lys He He Asp Ala Leu Ala Ser Thr He Leu Thr 
275 280 265 

Leu Phe Leu Asp Val Trp Met Leu Val Thr He Ser He Val Leu Val 
290 295 300 

Phe Leu Asn Thr Lys Leu Phe Met lie Ser Leu Veil Sci He Pro Val 
305 310 315 320 

Tyr Ser Val He He Tyr Ala Phe Lys Asn Thr Phe Asn Gly Leu Asn 
325 330 335 

His Lys Ser Met Glu Asn Ala Ala Leu Leu Asn Ser Ala He He Glu 
340 345 350 

Asn Val Thr Gly He Glu Thr Val Lys Ser Leu Thr Ser Glu Glu Phe 
355 360 365 

Ser Tyx- Aon Gin lie Thr Asp Ary PLc Glu Aan Phe Leu Asia Ser Ser 
370 375 380 

Leu Arg Tyr Thr He Ala Asp Gin Gly Gin 

385 390 



<211> 4094 
<212> ADN 

<213> Lactobacillus sake 
<400> 9 

agetteggga ttcttagcta tatcaatttt 
tcgaagccct aagaatcgat atagttaaaa 

tagctcatta agtgacctaa aatgtcctgc 
gttgttttta gattcagttt taatattgtc 
caacaaaaat ctaagtcaaa attataacag 

tttatagtoLO. taaaaaaaac acaat taoat 

aaatatcatt attttttttg tgttaattta 
tccatgaccg ccattagcta gatggtttac 
aggtactggc ggtaatcgat ctaccaaatg 



gctataaact tgggaaagaa cgtcaataat 60 
cgatatttga accctttctt gcagttatta 120 
eLLUtuuayu aagtgcaaga gagectcgat xso 
gaaaagatca ttcacgttct ctcgaagcta 240 
tttgtttgcc attttaatca cgtctccttt 3 00 
aaacaaaegg taaaattagt gcagaggaaa 360 

tagtgctttt tbdtctgy ta at Ldawdddf 420 

atcacgaaaa aatagaccat taattgtttg 480 
tccacaagtc catgcttgcc cccaatttac 540 
aggtgttcag gtacgaaegg gggttaaatg 600 
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tgaacagccg tgagaqttac aqctaacgcc 
acttgtcggc actctcaatg tcgattgcgg 
tttcatttct tgaattgtta ggctttttgc 
aaagtaaaga acttaacaat ccgaaaaacg 
ttttttagtg attcttgaag ttctgttgta 
aaaaaatcac taagaacttc aagacaacat 
tagaaatttg ccgatttaaa taattaacaa 
atctttaaac ggctaaattt attaattgtt 
accccacaag tccatgcttg cccccaattt 
tggggtgttc aggtacgaac gggggttaaa 
ccattaccat agtatttacc acctgtgatg 
ggtaatggta tcataaatgg tggacactac 
gtattcttca ttttgaatac ctcctgttaa 
cataagaagt aaaacttatg gaggacaatt 
tgtgaaattg tgtcaagttt agcaaatata 
acactttaac acagttcaaa tcgtttatat 
ttcgacttga ctataacggt ataatactgg 
aagctgaact gatattgcca tattatgacc 
aattaggaga cttatatatt gtttaatctg 
ttaatcctct gaatatataa caaattagac 
gtggatgaag atgattgtgg aatcgcaget 
cacctacttc tactaacacc ttagcgtcga 
gaatattcac tatcaaaatt gcgattctta 
cttataagtg atagttttaa cgctaagaat 
tttggactga taaaggctgc agaggaacta 
aaacctgact atttccgacg tctccttgat 
atgggcatct ttaaagatga aaatttaatg 
tacccgtaga aatttctact tttaaattac 
ggaaaagttc tgcattacta cgttgtattt 
ccttttcaag acgtaatgat gcaacataaa 
gacccagacc caacaatagg aattacggaa 
ctgggtctgg gttgttatcc ttaatgcctt 
acgggtaatt tcataacatt ttcaaaagga 
tgcccattaa agtattgtaa aagttttcct 
aacagtttac tcaagtttat tcctattttg 
ttgtcaaatg agttcaaata aggataaaac 
gctttcgccg caatactatt gatgataatt: 
cgaaagcggc gttatgataa ctactattaa 
cttgtagata tatatatacc acacaaaaat 
gaacatctat atatatatgg tgtgttttta 
ttaattggag cctatctttt acaggrrgr.a 
aattaacctc ggatagaaaa tgtccggcat 
atatttggac aaaatctttc tagaaaaatt 
tataaacctg ttttagaaag atctttttaa 
ttacccatgt ctttcttctc aacacgtaga 
aatgggtaca gaaagaagag ttgtgcatct 
gcaagcaaga ttatagatgc tttggcaagt 
gcttcgttct aatatctacg aaaccgttca 
atgttggtta caatctcaat cgttctcgta 
tacaaccaat gttagagtta gcaagagcat 
ctggtatcta taccggtgta ctcagttata 
gaccatagat atggccacat gagtcaatat 
ctgaaccata aatcaatgga aaaf.gnagea 
gacttggtat ttagttacct tttacgtcgt 
actggcatag aaactgtaaa atcattaact 
tgaccgtatc tttgacattt tagtaattga 
gatagattcg aaaattttct taanaght-rr? 
ctatctaagc ttttaaaaga attgtcaagg 
caagcttgtt cgaa 



attaccatag tatttaccac ctgtaataga 660 

taatggtatc ataaatggtg gacattatct 720 

gtttttcata aagaacatct ccaaattata 780 

caaaaagtat ttcttgtaga ggtttaatat 840 

acgcagaatt ttggaagaat gagtacttgt 900 

tgcgtcttaa aaccttctta ctcatgaaca 960 

accccatgac cgccattagc tagatgattt 1020 

tggggtactg gcggtaatcg atctactaaa 1080 

actgaacaac catgagagtt acagctaaca 1140 

tgacttgttg gtactctcaa tgtcgattgt 1200 

gattttattt cttggatcgt taagctacgt 1260 

ctaaaataaa gaacctagca attcgatgca 1320 

ataafctttta cacgatcagh gtaghtrhaa 13A0 

tattaaaaat gtgctagtca catcaagatt 1440 

tattttaggc atggaaaaac ttgcttttaa 1500 

ataaaatccg tacctttttg aacgaaaatt 1560 

tattacfcat-.a hfttghttagn httraraaaaa 162 0 

ataatgatat aaacaaatcg aagtgttttt 1680 

ttgagataca aaaaattata ttgttcacaa 1740 

aactctatgt tttttaatat aacaagtgtt 1800 

fcf.gaat*.ahga hhhttiaaaaa f t-.f.t'ggtrfccc 1960 

aacttatact aaaaattttt aaaaccaagg 1920 

gcaaaaacca gtcaacaagg gactactatt 1980 

cgtttttggt cagttgttcc ctgatgataa 2040 

aafcfctagaag <?gaatgeath ar.aagrt-gat 7100 

ttaaatcttc gcttacgtaa tgttcgacta 2160 

ctaccaatca ttgcacatgt tttaaagcaa 2220 

gatggttagt aacgtgtaca aaatttcgtt 2280 

gatgtttcga aagacttttt aattattggt 2340 

ctacaaagct ttctgaaaaa ttaataacca 2400 

atctccaaaa aggattttga aaatgaatgg 2460 

tagaggfcttt tcctaaaact tttacttacc 2520 

aagaactttg ttfccagagaa gcagagaaat 2580 

ttcttgaaac aaagtctctt cgtctcttta 2640 

agacagcaaa aatccctaat attctggata 2700 

tctgtcgttt ttagggatta taagacctat 2760 

agfr.airt'.grag gatca.ctttt tfctagaaeaa 2820 

tcataacgtc ctagtgaaaa aaatcttgtt 2880 

atggatacat tggggattat ctcgatttgc 2940 

tacctatgta acccctaata gagctaaacg 3000 

atgacgtatt. fctcagaattt tttactaact 3 060 

tactgcataa aagtcttaaa aaatgattga 3120 

attttaaatt atattaatca cctttttgaa 3180 

taaaatttaa tataattagt ggaaaaactt 3240 

gt:t^ggrgaaa l-agtctctrg gtttacagat 33 00 

caaccgcttt atcagagagc caaatgtcta 3360 
acgattttga ctctcttttt agatgtttgg 3420 
tgctaaaact gagagaaaaa tctacaaacc 34 80 
tttttaaata r.aaagtfcafch ha fcgatrl-. 3^4 0 
aaaaatttat gtttcaataa atactaaaga 3600 
atttatgcgt ttaaaaatac atttaatggc 3660 
taaatacgca aatttttatg taaattaccg 3720 
ht-.at:t:g»»*:t ctgcaataat cgaaaacgta 37 80 
aataacttaa gacgttatta gcttttgcat 3840 
tcagaagaat tttcctacaa tcaaatcact 3900 
agtcttctta aaaggatgtt agtttagtga 3960 

H*acgg**ata cgatagctga coaaggacag 403 0 
aatgccatat gctatcgact ggttcctgtc 4080 

4094 
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<210> 10 
<211> 20 
<212> ADN 



<213> Lactobacillus sake 



c400> 10 

aartattatg gnaayggngt 



20 



<2X0> 11 
<211> 20 
<212> ADK 



<213> Lactobacillus sake 



<400> 11 

acatgatgnc cnccrttngc 



20 



<210> 12 
<211> 37 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus sake 
<400> 12 

Lys Tyr Tyr Gly Asn Gly Val Ser Cys Asn Ser His Gly Cys Ser Val 
lb 10 15 

Asn Trp Gly Gin Ala Trp Thr Cys Gly Val Asn His Leu Ala Asn Gly 



20 



25 



30 



Gly His Gly Val Cys 
35 
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